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La pr^sente invention a pour objet de nouveaux tensioactifs, leur 
utilisation pour la preparation de systemes supramoHculaircs mdtastables, ou liposomes, de 
forme allong^e. L* invention a (Sgalement pour objet les liposomes obtenus a partir de ces 
tensio-actifs et leur utilisation comme vecteuis de principes actifs, notamment de principes 
5 actifs therapeutiques. 

Ceitaines molecules amphiphiles, les phospholipides naturels, ont la 
propridte de s'associer dans Teau en formant des organisations supramoleculaires 
m^tastables de formes spMriques appel6es liposomes qui renferment un compartiment 
aqueux interne. Ces liposomes sont capables de renfermer des actifs th^rapeutiques au sein 

10 de ce compartiment interne et peuvent ainsi servir a vehiculer ces actifs vers des cellules 
ou des tissus cibles, L*6tude de ces vecteurs particulaires a fait I'objet d'une litt6rature 
abondante dans laquelle les problSmes ainsi que les potentiaIit6s de leur utilisation ont 6t€ 
largement abord^s (Barenholz, Curr. Opin. In Coll. and Int. Sci. 6 (2001) 66-77). 

Toutefois, Tutilisation des liposomes pour le transport de principes actifs 

1 5 th6rapeutiques presente quelques inconvenients raajeurs : 

Ces nanostructures ont g6n6ralement une stabilite relativement faibJe 
dans le temps, car dans le milieu dans lequel elles sont dispers6es, elles fusionnent pour 
former des objets plus larges qui precipitent ensuite rapidement. Ce comportement liniite 
fortement lexir capacity de conservation et de stockage. 

20 La stability biologique de ces vecteurs, c'est-a-dire leur temps dfe 

retention dans la circulation sanguine, est etroitement associ^e a leur taille qui doit etre 
inferieure k 200 nm pour leur permettre d'atteindre une cible potentielle (Nagayasu et al. 
Adv. Drug Del. Rev. 40 (1999) 75-87). Toutefois, les candidats les plus efficaces de ce 
point de vue : les liposomes uni lamellaires de petites tailles, presentent I'inconvenient 

25 d'etre dot6s d'un rapport medicament encapsule / lipides plus faible que les liposomes uni 
lamellaires de grandes tailles (Vemuri et al., Pharm. Acta Helv, 70 (1995) 95-111). Les 
lipides formant ces nanostructures presentent g^n^ralement un coflt de production dleve. La 
faible capacity d'encapsulation de principes actifs de certains de ces liposomes repr6sente 
alors un problSme 6conomique. 

30 En effet, la formulation du support pharmaceutique ne doit pas d6passer 

de manifere exag^r^e le prix de Tactif vehicul6 si Ton veut permettre I'utilisation de tels 
vecteurs dans des formulations k usage thSrapeutique. 

Enfin, il est indispensable de pouvoir disposer d'un vecteur qui puisse 
lib^rer son contenu de manidre progressive et continue. De telles propri6t6s necessitent 

35 d'avoir recours a des membranes hautement organis6es et imperm6ables qui sont 
constitutes de formulations de lipides complexes et couteuses. 

Mdgre ces difficultes un certain nombre de preparations 
pharmaceutiques a base de liposomes sont disponibles actuellement sur le marche ou sont 
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en phase clinique. L'avantage le plus appreciable de ces preparations est leur excellente 
tolerance par rapport a Tutilisation d'un principe actif libre. Leur efficacite a dose 
equivalente est cependant a peine sup6rieure. C*est le cas de Tamphotericine B encapsuJee 
en liposome (Ambisome®). L'amphotericine B est un agent antifongique a tres large 
5 spectre qui provoque des reactions secondaires importantes et notamment des insuffisances 
r^nales. Son encapsulation dans des formulations lipidiques augmente considerablement 
son index thdrapeutique (Andres et aL, Rev. Med. Interne, 22 (2001) 141-150). 

Afin de diminuer leur elimination rapide par le systeme 
reticuloendothelial, des systemes de protection des liposomes ont ete mis en place. Le plus 

10 efficace consiste a utiliser des phospholipides substitues par des polyethylene glycols de 
masse moieculaire comprise entre 1000 et 5000 dans une proportion de 5 a 10% du 
melange total de phospholipides. Les groupements polyethylene glycol se repartissent a la 
surface des liposomes pour former une barriere hydrophile impermeable aux proteines 
plasmatiques ce qui emp6che les phenomenes d'opsonisation. Les liposomes « invisibles », 

15 dits furtifs, ainsi formes (commercialises sous le nom de marque Stealth liposomes®) ont 
des temps de retention sanguins superieurs aux liposomes conventionnels (45h centre 
quelques minutes k quelques heures). L'augmentation du temps de circulation sanguine de 
ces liposomes favorise leur accumulation dans les tissus cancereux qui sont 
particulierement irrigues, et leur utilisation pour le transport de composes anticancereux est 

20 particulierement appropriee (Gabizon et a/.. Cancer Res. 54 (1994) 987-992). Une 
fomiulation de Stealth liposomes® a base de dauxorubicine (Doxil®, Alza Corp.) est 
actuellement commercialisee pour lutter centre le syndrome de Kaposi. Cependant 
certaines formulations constituees de liposomes de tres petites tailles (50 nm) peuvent aussi 
Stre considerees comme des preparations k longue circulation. C'est le cas de la 

25 formulation anticancereuse de daunorubicine commercialisee par NeXstar 
(DaunoXome®). 

Pour effectuer un chargement optimal d'actifs k Tinterieur des liposomes, 
la methodologie la plus efficace consiste a mettre en place un gradient de pH ou 
d' ammonium entre les compartiments interieurs et exterieurs. Si ces methodes s'averent 
30 efficaces pour le chargement d'actifs elles necessitent Tutilisation de pH internes acides (2- 
3) qui peuvent induire I'hydrolyse des phospholipides membranaires. Afin de limiter ce 
phenomene il est possible d' utiliser des alkylamines susceptibles de traverser la membrane 
phospbolipidique mais cette methode rend encore plus complexe la formulation k mettre en 
place. 

35 Afin d'assurer la stabilite mecanique des liposomes que ce soit lors de 

leur stockage ou de leur utilisation in vivOy plusieurs strategies impliquant I'utilisation de 
polymeres peuvent Stre envisagees : 
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La polymerisation des tensioactifs constitutifs de la membrane du 
liposome apr6s sa foraiation (Bader at aL, Adv. Polym. Sci. 64 (1985) 1-62) et Hotz et a/.. 
Adv. Mater. 10 (1998) 1387-1390). 

L'interaction de polymeres ioniques amphiphiles ou non a la surface de 
5 la membrane externe des liposomes (Hayashi et a/., Biochim. Biophys. Acta, 1280 (1996) 
120-126, Ishihara et a/., Coll. and Surf., B : Biointerfaces 25 (2002) 325-333). 

Enfm, la polymerisation d'un monomere hydropliile a Tint^rieur de la 
cavite aqueuse interne du liposome est une m6thode qui a ^t^ peu 6tudi^e et qui a et6 
decrite sommairement par Torchilin et aL (Makromol. Chem., Rapid communication, 8 
10 (1987) 457-460). Elle a ete utilis6e comme outil de fabrication d'empreinte mol^culaire 
polym6ris6e dans un brevet americain (Penot et a/., US patent n° 6217901, 17 avril 2001). 

La limitation essentielle li6e a Tutilisation de polymeres pour stabiliser 
les liposomes est la toxicity potentielle induite par leur accumulation dans le lysosome ou 
par la toxicity propre du monomere hydrophile non polymerise (cas de Tacrylamide). Afin 
15 de liraiter ce phenomene il est crucial d'utiliser des polymdres de bas poids moleculaires 
plus facilement biodegradables. 

L'objectif de la pr6sente invention est la mise au point de vecteurs n^o 
particulaires k tr6s faible cout de production et ayant la capacity de transporter a Tinterieur 
de leur cavit6 aqueuse inteme une famille tres large d'actifs hydrophiles. Les vecteurs nano 
20 particulaires de Tinvention permettent T encapsulation, la retention et la lib6ratjon:4^de 
substances dosables. Les applications vis6es incluent le transport de principes acttfs, 
notamment de principes actifs therapeutiques, la delivrance ^pidermique de substances 
cosmetiques, le diagnostic medical. Notamment le transport d'actifs anticanc^reux, d'actifs 
h usage vaccinal, de materiel g^netique, d'enzymes, d'hormones, de vitamines, de sucres, 
25 de proteines et de peptides, de lipides, de molecules organiques et inorganiques. 

Cet objectif a ete atteint grace k la conception et k la synthese de 
nouveaux tensioactifs qui permettent de preparer des vecteurs nano particulaires ou 
liposomes dot6s de propriet^s avantageuses par rapport aux liposomes de Tart anterieur. 

La pr6sente invention a.ppur objet les .compos6s r^pondant a la formule 

30 (I) : 



OH 



P O 




NH 

(CH2)n — X— (CH2)m 




(I) 

dans laqueUe : 

X represente un atome de soufre S ou un groupement ^H2- ; 
5 n est un entier allant de 0 a 1 0, tel que par exemple 0, 1 , 2, 3, 4, 5 ou 6 ; 

m est un entier allant de 1 4 10, tel que par exemple 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 ; 
lorsque X=CH2 alors l<m+n<7 ; 

R repr6sente un groupement choisi paiTni : les radicaux hydrocarbones en 
C4-C24 ; les radicaux hydrocarbones fluores en C4-C24 ; les radicaux thioalkyls en C4-C24- 
10 Le groupement R pent notamment Stre choisi parrai les radicaux 

suivants : 

Le radical thiooctyl 

Les radicaux hydrocarbones en C4-C24 tels que le n-butyle, le ter- 
butyle, risobutyle, le n-pentyle, Tisopentyle, le n-hexyle, le n-heptyle, le n-octyle, le n- 
15 nonyle, le n-decyle, le n-undecyle, le n-dod6cyle, le n-tridecyle, le n-t6tradecyle, le n- 
pentad6cyle, le n-hexadecyl, le n- heptad^cyle, le n-octadecyle, le radical phytyl 
(CH3[CH(CH3)(CH2)3]3CH(CH3)CH2CH2), 

Les radicaux hydrocarbones fluords en C4-C24 tels que ceux 
r6pondant a la formule -(CH2)i-(CF2)rF, dans laquelle r et t repr6sentent deux entiers avec : 
20 1 4 > r+t S 4, comme par exemple ; 

-(CF2)4F; -(CF2)5F; -(CF2)6F ; -(CF2)7F ; .-(CF2)8F; -(CF2)9F; - 
. (CF2)ioF; <CF2)iiF; -(CF2)i2F; -(CF2)i3F; -(CF2)i4F ; -CH2-(CF2)3F ; .CH2-(CF2)4F ; - 
CH2-(CF2)5F; -CH2-(CF2)6F ; -CH2-(CF2)7F ; -CH2-(CF2)8F ; -CH2-(CF2)9F ; -CH2- 
(CF2)ioF; .CH2-(CF2)nF; -CH2-(CF2)i2F ; -CH2-(CF2)i3F ; -(CH2)2-(CF2)2F ; -(CH2)2- 
25 (CF2)3F ; -(CH2)2-(CF2)4F ; -(CH2)2-(CF2)5F ; "(CH2)2-(CF2)6F ; -(CH2)2-(CF2)7F ; -(CH2)2- 
(CF2)8F; -(CH2)2-(CF2)9F ; -(CH2)2-(CF2)ioF ; -(CH2)2-(CF2)iiF ; -(CH2)2-(CF2),2F ; - 
(CH2)3-(CF2)iF -(CH2)i3-(CF2)F ; -(CH2)4(CF2)6F -(CH2)4(CF2)8F ; (CH2)4(CF2)ioF ; 

-(CH2)io(CF2)(sF ; -(CH2),o(CF2)8F ; -(CH2)io(CF2),oF 

Les chaTnes R pr6f6rees sont celles qui contribuent h donner au 
30 tensioactif de formule (I) une temperature de transition de phase superieure k 37°C. En 
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efFct, lorsque de tels tensioactifs sent utilises pour la fabrication de liposomes, ces 
tensioactifs, poss€dant unc structure cristalline a temperature physiologique, apportent & la 
membrane des liposomes une rigidity superieure et un degre de retention plus important 
des solutes cncapsul^s dans le compartiment aqueux interne. De preference R represente 
ime chaine hydrocarbonde en C12-C24 ou une chaine hydrocarbonee fluoree en C8-C24. 

Preferentiellement Tune ou plusieurs des conditions suivantes sont 
verifiees : X=S ; n=2, m=2. 

Les composes de formule (I) preferes sont ceux repondant a la formule A 
dans laquelle R a la mSme definition que ci-dessus n=2, X=S, m=2 : 

O O r-OH 

RHN^O^ J H ^OH 

T 



O 



Formule A 

Parmi ceux-ci, un compose parti culierement prefere est Al represente ci- 

dessous : 

O O r-OH 

.N H ^OH 

R T Compost A1 

H 



La synthase des molecules de formule (I) peut etre faite de fa9on simple 
en utilisant les methodes classiques de la synthese organique. Plusieurs exemples de 
26 synthase sont illustres dans la partie experimentale. 

Un second objet de Tinvention consiste dans Tutilisation des molecules 
de formule (I) pour la fabrication de liposomes. Les liposomes sont des dispersions 
aqueuses de vesicules dont les parois sont formees d*ime ou de plusieurs bicouches 
d' agents amphiphiles, renfermant un espace interne aqueux. Les liposomes de Tart 
25 anterieur ont leurs parois generalement constituees de phospholipides. 

Les liposomes sont fabriques i partir des tensioactifs de formule (I) 
tres facilement par la methode du film (liposomes, a practical approach, R.R.C. New, Ed., 
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Oxford University Press, New- York, 1990). Ce proc^d6 peut 6tre r6sum6 de la fa^on 
suivante : 

- Dissolution d'un compose de formule (I) dans un alcool ou dans un 

solvant chlor6 ; 
5 - Evaporation du solvant ; 

- Addition d'eau a une temperature allant de 40 a 80°C a une 
concentration allant de 0,5 a 1 0 mg/ml ; 

- Traitement : 

- soit aux ultrasons a une temperature supdrieure a la temperature 
10 de transition de phase du compos6 (I) 

- soit par extrusion de la solution ^ travers un ou plusieurs filtres de 

porosite appropri^e, 

jusqu'a Tobtention d'une solution translucide bleut^e. 
De fa9on plus detaillde : une solution de tensioactif dissous dans du 
15 ra6thanol ou du chloroforme est evaporee lentement dans un ballon afin de former vox film 
fin sur la paroi du ballon. De Teau distill6e k 65**C est additionn^e afin de r^hydrater le 
film, a une concentration de 2,5 mg/mL La solution obtenue est ensuite soumise aux 
ultrasons pendant 30 minutes dans un bain de sonication a une temperature sup6rieure a la 
tempdrature de transition de phase du tensioactif disperse jusqu'a obtention d*une solution 
20 translucide bleutee. On peut dgalement pour cette demiere etape remplacer la sonication 
par une extrusion r6pet6e de la solution au travers de deux filtres de polycarbonate de 
porosite 200nm, montes en serie. Un double traitement de sonication et d'extrusion peut 
egalement etre pr6vu. 

D'autres mdthodes classiques de preparation de liposomes peuvent etre 
25 utilises pour la preparation des liposomes de Tinvention, On peut a cet effet se reporter a S. 
Vemuri et CT.Rhodes, Pharraaceutica Acta Helvetiae 70, (1 995), 95-1 1 1 . 

De fafon dtonnante on observe la formation de vdsicules de forme 
allongde, designees vesicules tubulaires en raison de leur laille, qui est de I'ordre de 
quelques dizaines de nanometre, et de leur forme qui rappelle celle d'un tube ferm6 a ses 
30 deux extr6mites. 

La taille et la stability m6canique dans le temps des particules obtenues 
dans la solution ont 6X6 mesurdes apr&s filtration par diffraction dynamique de la lumiSre 
(High Performance Particle Sizer, Malvern). La nature des particules obtenues a 6t6 6Xud\6e 
par microscopic 61ectronique par transmission aprds coloration negative de r^chantillon ou 
35 aprfes cryofracture (figure 4). 

Les mesures de forme et de taille dtablics par Tobservation des cliches de 
microscopic dleclronique ont permis de niettre en evidence la foimation de liposomes de 
forme allongee denommds vesicules tubulaires, refermds h leurs extr6mit6s, dont la section 
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moyenne est comprise entre 20 et 80 nm et la longueur moyenne est comprise entre 200 et 
500 nm (figui-e 3). Les analyses en cryofiracture ont confiime la fomiation dc ces vesicules 
tubulaires et Icurs caracteristiques morphologiques k savoir la presence d'une cavite 
aqucuse interne isolee du milieu ext6rieur (figure 5). 

5 Pour un tensioactif de fomiule (I) donn6 la taille des particules est 

sensiblement homog^ne : elle varie dans une fourchette de valeur de + 10%, 
preferentiellement de ± 5%, autour d'une valeur centrale de longueur et de diamfetre. 

Ces vdsicules tubulaires ont une stability relativement elev6e puisque Ton 
n'observe aucune evolution de la taille des particules apres un an de stockage tandis que 

10 des liposomes formes de phosphatidyl choline de jaune d'oeuf montrent une evolution 
apxts seulement 5 jours de stockage. 

La mise en Evidence de la cavity inteme aqueuse a 6X6 prouv6e 
indirectement par des mesures spectrofluorim^triques de Pencapsulation et des cinetiques 
de relargage d'une sonde fluorescente hydrophile, la carboxyfluorescdine. Les mesures 

15 montrent clairement xme cinetique de relargage plus lente de la sonde fluorescente 
comparee k une encapsulation traditionnelle dans un melange de phosphatidyl choline de 
jaune d'oeuf (figure 1). 

Nous avons pu mettie en evidence que les liaisons hydrogSne 
intermol6culaires entre les tensioactifs conslituant les vesicules tubulaires 6taient, .^ 

20 Torigine de leur morphologie et de leur stability particuliere. En effet, les fonctions alcoQl 
du tris(hydroxym6thyl) aminomdthane ainsi que les fonctions carbamate ont la propriete d^ 
pouvoir g^nerer un reseau de liaisons hydrog^ne entre les tensioactifs constituant Ja 
membrane, stabilisant ainsi les vesicules tubulaires. Ceci a pu etre mis en Evidence par 
spectroscopic infra-rouge k transform^e de Fourier en phase liquide (dans CCI4). On note 

25 en effet, sur le spectre une augmentation de T intensity de la bande a 1691 cm'^ 
caract^ristique des fonctions carbonyles \i6es a un atome d'hydrogene, lorsque la 
concentration en tensioactif dans la solution augmente au detriment de son homologue non 
li6 (figure 2). 

II est a noter que la substitution dans le tensioactif de formule (I) des 
30 liaisons caibamate par des liaisons ester entre les chames grasses et le motif glycerol, 
comme illustr^ dans la structure B, conduit k la formation dans Teau de liposomes de 
structures traditionnelles dont la stability m^canique est seulement de quelques heures, 
confirmant ainsi Thypothese 6mise de stabilisation et d'organisation des vesicules 
tubulaires par Tdtablissement de liaisons hydrogene particulieres (figure 6). 




Structure B 



L' invention a en outre pour objet des liposomes, ou dispersions aqueuses 
5 de vesicules, caract6ris6s en ce qu'ils comportent un ou plusieurs composes de foimule (I) 
conune constituants de leurs parois. 

Ces liposomes pr6sentent des caract^ristiques de structure originales qui 
leurs conferent des proprietes inattendues, en particulier une stabilite amelior6e par rapport 
aux liposomes de Tart ant6rieur. Les liposomes de T invention ont egaiement montr6 une 
10 capacity a liberer un principe actif sur une plus longue dur6e par rapport aux liposomes de 
I'art anterieur. 

Outre les composes de formula (I), les liposomes de Tinvention 
comportent en outre de preference au moins un compost riSpondant a la formule (II) ci- 
dessous : 



O 



15 




(II) 

dans laquelle : 

- X repr6sente un atome de soufre S ou un groupement -CH2-; de 
preference X represente S ; 

20 - n est un entier allant de 0 a 10, tel que par exemple 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 ; 

de preference n==2 ; 

- X represente 0 ou un entier allant de 1 a 30 ; tel que par exemple 1, 2, 3, 
4,5, 6, 7, 8, 9,10,11,12,13,14,15...; 

- y represente 0 ou un entier allant de 1 S 10, tel que par exemple 1, 2, 3, 

25 4, 5 ou 6 ; 

- Ri represente Mn groupement hydrophile. De preference Ri peut etre 
choisi pamii les radicaux suivants : 



9 



H 

o 

dans lesquels R' represente H ou un groupement destine a favoriser la 
solubilisation de la molecule (II) dans ]*eau. R' peut pai' exemple etre un compos6 
hydrocarbon^ polyhydroxyl6 en C4-C24, notamment il peut 6tre choisi parmi les sucres 
5 comme par exemple le galactose, le glucose, le mannose, Tacide sialique, lie par son 
carbone anomfere. 

- R2 reprdsente un groupement de reconnaissance qui est choisi en 
fonction de la cible cellulaire, de pr6f6rence il est choisi parmi les groupements ayant une 
affinity prononc^e pour la cible biologique du principe actif vehiculd dans le v6sicule 
10 tubulaire. 

R2 peut €tre de nature saccharidique (ciblage des lectines membranaires 
sp^cifiques qui se retrouvent dans des tissus particuliers et qui reconnaissent selectivement 
soit le galactose — cas du foie, des os, de certaines tumeurs cancereuses-, soit le mannose — 
cas des macrophages, du coeur-, soit I'acide sialique- cas des erytlarocytes de nature 

15 hormonale (tels que des steroides), de natui'e synthdtique tel que le gleevek pour cibler les 
kinases, des anticorps sp6cifiques, la biotine qui se lie k certaines prot6ines sp6cifiques; 
.,.et plus generalement tous substrats dont les recherches ant6rieures ont demontr6 la 
specificity de recormaissance. 

R2 peut §tre choisi parmi des anticorps ou des fragments d' anticorps, des; 

20 petites molecules effectrices permettant I'interaction avec des r6cepteurs de surface 
cellulaires, des antig^nes, des sucres, des peptides et d'autres composes qui permettent 
d*assurer le ciblage spdcifique de certaines cellules ou tissus cibles. On peut citer, par 
exemple, parmi les peptides utilisables dans la pr^sente invention : la sequence RGD, 
connue pour son affinity pour les int6grines aVp3, Tacide folique, le thalidomide connu 

25 pour son affinity pour les sites d'angiog^nese. 

On peut pr^voir qu'une mSme molecule de fomiule (II) comporte un ou 
plusieurs groupements R2 de reconnaissance identiques ou plusieurs groupements de 
reconnaissance R2 difKrents, ce qui permet de diriger les liposomes vers plusieurs cibles 
biologiques distinctes. 

30 - R represente un groupement choisi parmi : les radicaux hydrocarbones 

en C4-C24 ; les radicaux hydrocarbon6s fiuor^s en C4-C24 ; les radicaux thioalkyls en C4- 

C24- 

Le groupement R peut notamment etre choisi parmi les radicaux 

suivants : 

35 - Le radical thiooctyl 
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Les radicaux hydrocarbon^s en C4-C24 : le n-butyle, le ter-butyle, 
risobutyle, le n-pentyle, Tisopentyle, le n-hexyle, le n-heptyle, le n-octyle, le n-nonyle, le 
n-d6cyle, le n-und6cyle, le n-dodecyle, le n-tridecyle, le n-tetradecyle, le n-pentad6cyle, le 
n-hexadecyl, le n- heptad^cyle, le n-octad6cyle, radical phytyl 
5 (CH3[CH(CH3)(CH2)3]3CH(CH3)CH2CH2) . . . 

Les radicaux hydrocarbones fluores en C4-C24 • on peut citer ceux 
rdpondant a la formule -(CH2)r(CF2)rF, dans laquelle r et t repr^sentent deux entiers avec : 
14 > r+t > 4, tels que par exemple : -(CF2)4F ; -(CF2)5F ; -(CF2)6F ; -(CF2)7F ; -(CF2)8F ; - 
(CF2)9F; -(CF2)ioF; -(CF2)nF ; -(CF2),2F ; -(CF2)i3F ; -(CF2),4F ; .CH2-(CF2)3F ; -CH2- 

10 (CF2)4F ; -CH2-(CF2)5F ; -CH2-(CF2)6F ; -CH2-(CF2)7F ; -CH2-(CF2)8F ; -CH2-(CF2)9F ; 
CH2-(CF2)ioF ; -CH2-(CF2)nF ; -CH2-(CF2)i2F ; •CH2-(CF2)i3F ; -(CH2)2-(CF2)2F ; - 
(CH2)2-(CF2)3F ; -(CH2)2-(CF2)4F ; -(CH2)2-(CF2)5F ; .(CH2)2-(CF2)6F ; -(CH2)2-(CF2)7F ; - 
(CH2)2-(CF2)8F ; -(CH2)2-(CF2)9F ; -(CH2)2-(CF2),oF ; -(CH2)2-(CF2)iiF ; -(CH2)2- 
(CF2)]2F ; -(CH2)3-(CF2)iF ;....-(CH2)i3-(CF2)F ; -(CH2)4(CF2)6F ; -(CH2)4(CF2)8F ; 

15 (CH2)4(CF2),oF ; -(CH2)jo(CF2)6F ; -(CH2),o(CF2)8F ; -(CH2)io(CF2)ioF 

Z est un bras espaceur qui relie le groupement de reconnaissance R2 
a la chaine polym6rique. Z est lie a R2 au moyen d'une liaison qui peut etre choisie parmi 
les fonctions -0-C0-, -CO-NH-, -NH-CO-NH-, -NH-CO-0-, 0-C0-0-, -O-, -CH=N-, -S- 
ou par complexation d*un atome de nickel (Chikh et aL, Biochim. Biophys. Acta, 1 567 

20 (2002) 204-212). Celui ci peut se lier d'une part a un tag de polyhistidine fix6 sur Tagent 
de ciblage et d'autre part a un polyacide de type NTA fixd sur la chaine polym^rique. 

Le bras espaceur Z peut etre constitu6 d'une chaine peptidique. Celle-ci 
peut etre fixee sur la chaine oligom&ique par I'intermediaire de la chaine laterale ou 
principale de raminoacide situ6 en extr^mite. Ce bras espaceur comprend 1 a 5 acides 

25 amines, pr6ferentiellement 1 a 3 acides amines. 

Les acides amines constituant le bras espaceur Z, sont choisis parmi les 
acides amines naturels comme Talanine, Targinine, Tasparagine, Tacide aspartique, la 
cysteine, la glutamine, Tacide glutamique, la glycine, Thistidine, Tisoleucine, la leucine, la 
lysine, la methionine, la phenylalanine, la proline, la s6rine, la threonine, le tryptophane, la 

30 tyrosine, la valine, ou les acides amines non naturels tels que Thydroxyproline, la 
norleucine, Tomithine, la citrulline, la cyclohexylalanine. Ce bras 6carteur Z peut 6tre 
constitue d*un r6sidu tyrosine permettant le suivi in vivo du v6sicule tubulaire aprfes 
raarquage k ^^^I ou *^'L 

On peut egalement envisager d'employer comme groupement Z des 

35 acides Q-aminfe tels que Tacide 3-aminopropionique et Tacide 4-amino-butyrique, mais 
egalemcnt l*6thanolamine, la 3-propanolaraine ou des diamines de formule -NH-(CH2)p- 
NH- dans laquelle p reprdsente un cntier allant de 2 a 6. 
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Lors d'unc liaison par complexation d-un atome de nickel, le groupement 
-Z-R2 est constitue par un groupement NTA de fomiule : 

g 

HO" 

ill A 

^OH 

O^^OH 

De preference, les liposomes ou v6sicules tubulaires de T invention 
5 comportent de 1 i 5% d'un ou plusieurs composes de formule (II) ce qui permet de 
favoriser le ciblage de ces liposomes vers lexir cible biologique sans alt^rer leur 
organisation. 

Ces telomeres lipidiques (II) pr^sentent Tavantage grSce a leur partie 
hydrophile oligom^rique de pouvoir Eloigner les agents de reconnaissance greffds de la 

10 surface des v6sicules tubulaires, favorisant ainsi leur reconnaissance par les cellules ou les 
tissus cibles. L'autre avantage li€ a Tutilisation de ces lipides de ciblage (II) est la 
possibility de multiplier les motifs de reconnaissance sur un seul compost grace a la 
technique de telom^risation. Les facteurs x et y sont en effet faciles a controler et vont 
d^pendre assez 6troitement de la proportion de monomferes et d'agent t^logene mis tn 

15 reaction. 

La ligation des agents de reconnaissance peut etre rdalisee avant la 
telomerisation de la tete hydrophile si il y a compatibility avec les conditioiS 
r6actionnelles. Les agents de reconnaissance peuvent ^galement etre fix6s sur la tete 
polaire oligom6rique aprds formation des v6sicules tubulaires. La partie hydrophile 

20 tdlom6ris6e est alors fonctionnalisye par des groupements susceptibles d'assurer le 
couplage avec ces agents de reconnaissance. Les diff^rentes techniques de couplage 
susceptibles d'etre utilisyes sont bien connues de Thonmie du metier et elles sont 
notamment d^crites dans : Allen et aL, Biochim. Biophys. Acta, 1237 (1995) 99-108 ; 
Sapra, Prog. Lipids Res., 42 (2003) 439-462, Hansen et a/., Biochun. Biophys. Acta, 1239 

25 (1995) 133-144. 

Les composes de formule (II) constituent un autre objet de Tinvention, ' 
Les composes de formule (I) et de formule (II) peuvent etre regroup6s 
sous ime formule commune (III) : 
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X 

HN (CH2)n-X R3 



R— NH^O 



dans laquelle X, n et R ont la meme definition que dans les formules (I) 
et (II) et R3 repr6sente un groupement choisi parmi : 



O 

(CH2)m-lis^ 



-OH 



NH- 



et 



-OH 




NH-Z— R2 

m ayant la mSme signification que dans la fonnule (I) 

Ri, R2, Z, X et y ayant la mSme signification que dans la fonnule (II) 



Selon une variante pr6fer6e de I'invention, les liposomes ou v6sicules 
tubulaires de Tinvention sont stabilises par teiom^risation ou polymerisation d'un 
monomere de type acrylique contenu dans leur cavite aqueuse interne, 

De maniere k limiter le relargage des solutes encapsul^s dans ces 
vesicules tubulaires et a augmenter leur stabilite mecanique il est possible d'introduire a 
Tinterieur du compartiment aqueux interne des v6sicules tubulaires une matrice 
oligomerique ou polym6rique. La matrice oligomerique est fabriqu^e apres encapsulation 
du ou des monomeres constitutifs dans les vesicules tubulaires et elimination des 
monomeres non encapsuies par des techniques de separation sur gel d' exclusion de taille. 
La teiomerisation, qui consiste a former le polymere en presence d'un agent de transfert de 
chaine, permet d'acceder h des petits polyraeres de taille contrdiee. La masse moieculaire 
r6duite de ce polymere favorise son elimination par voie renale. En evitant Taccumulation 
de polymdre dans le lysosome on evite egalement des problSmes de toxicite. 

Les liposomes ou vesicules tubulaires comprenant, outre Ics tensioactifs 
de formule (I), au moins un oligomere ou telomere tel que decrit ci-dessous constituent un 
autre objet de T invention. 

L'oligoraere ou le telomere est constitue dc blocs de construction 
monomeriques, hydrophiles, ioniques ou non ioniques, choisis parmi les derives acide 
acrylique, acide methacrylique, m6thacrylamide, ainsi que les derives acrylate. 
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m6thacrylate, acrylamide et m^thacrylamide d'alcools en CrCe, de polyols en C2-CJ2. de 
sucres et d'aminoacides. 

Ces sucres peuvent etre 

Des sucres simples tels que : le glucose, ribose, arabinose, xylose, 
5 lyxose, allose, altrose, raannose, galactose, jfructose, talose. 

Des disaccharides tels que le maltose, le saccharose, ou le lactose 
Les aminoacides peuvent Stre choisis parmi les acides amines naturels 
comme Talauine, Targinine, I'asparagine, Tacide aspartique, la cysteine, la glutamine, 
Tacide glutamique, la glycine, I'histidine, Tisoleucine, la leucine, la lysine, la methionine, la 
10 phenylalanine, la proline, la serine, la threonine, le tryptophane, la tyrosine, la valine, ou 
les acides amin6s non naturels tels que Thydroxyproline, la norleucine, romithine, la 
citruUine, la cyclohexylalanine. 

Parmi les monomferes commercialement disponibles utilisables dans le 
procedd de Tinvention, on peut mentionner par exemple : Le Tris(hydroxy)m6thyl 
15 acrylamidom^thane, I'acrylate de sodium, Phydroxy^thyl acrylate, le glucose 
monoacrylate, le glucose- l-(N-m6thyl)acrylaraide, le glucose 2-acrylamide, le maltose 1- 
acrylamide, le monoacrylate de sorbitols 

Afin de modifier les capacitds de retention et de stabilisation du telomere 
il est possible d'utiliser dans la fabrication du telomere des agents de reticulation 
20 hydrosolubles tels que : le glucose- 1,2-diacrylamide, le sorbitol diacrylate, le saccharose 
diacrylate, le saccharose di(6thylenediamine acrylamide), le kanamycin tetracrylamide, le, 
kanamycin diacrylamide, ou d'autres sucres di ou polyfonctionnalis6s par des acrylates ou 
des acrylaraides. En r6gle g6n6rale tons les composes hydrophiles susceptibles de recevoir 
au moins deux groupements acrylate ou acrylamide peuvent 6tre utilises. C'est le cas par 
25 exemple du derive acrylate de tris(hydroxym6thyl) acrylamidomethane (compose C): 

H 




Ces agents de reticulation sont utilises dans des proportions allant de 1 a 
5% en poids par rapport au poids du ou des monomferes. 

La taille du telomere est contr616e en utilisant un ou plusieurs agents de 
30 transfert hydrophiles ou hydrophobes qui sont inserts dans la membrane ou la cavite 
aqueuse interne des v6sicules tubulaires. L' agent de transfert de chaSne peut etre 
hydrophile ou hydrophobe, de type thiol ou phosphite, il est pr6f6rentiellement radicalaire. 
Les agents de transfert de chaine employes sont choisis parmi les thiols hydrophiles tels 
que Tacide thiol acetiquej Tacide mercaptopropionique, le thio6thylene glycol... la 
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cystamine, la cysteine... ou les thiols hydrophobes lels que les alcane thiols de C2 a C30, 
comme par exemple le compos6 D (d6nv6 du cholesterol) qui est connu pour sa capacity k 
s'int^grer dans les membranes phospholipidiques. 
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L' agent de transfert de chaine peut encore etre choisi parmi les thiols 
bicatenaires precedemment decrits. Les phosphites peuvent quant k eux etre hydrophiles 
tels que le phosphite de diethyle ou hydrophobes tels que les phosphites de dioctyle, 
didod6cyle, dihexad6cyle. 
10 Afin d'6viter de d^sorganiser la membrane des vesicules tubulaires il est 

preferable que la structure hydrophobe de ces thiols hydrophobes se rapproche de celle des 
tensioactifs la constituant. Le motif commun de ces agents telogenes est avantageusement 
constitu^ d*un motif aminoglyc^rol sur lequel sont greffees des chaines grasses par des 
liaisons carbamate suivant la formule (IV) : 

O 



15 




(IV) 

dans laquelle R a la mSme signification que dans les fomiules (I) (II) et 

(III) ci-dessus. 

Afin de moduler le degr^ de polymdrisation il est possible de faire varier 
20 la proportion d'agent de transfert de chaine incorporee dans la membrane par rapport a la 
quantite de monomeres encapsul^s. Cette proportion est toutefois limit^e par la solubility 
maximale de Tagent de transfert de chaine dans la membrane lipidique dans le cas oix 
r agent de transfert de chaine est hydrophobe, Le rapport de Tagent de transfert de chaine / 
tensioactif lipidique (I) varie pr6f6rentiellement de 1 a 10% en poids/poids. Lc rapport 
25 agent de transfert de chaine / monomSre varie de 0,1 a 10 % en poids/poids. 

La polymerisation peut Stre initi^e de fa9on connue par irradiation 
ultravioJette ou par des photoinitiateurs, par des couples d'initiateurs redox, par la chaleur 
ou par des initiateurs radicalaires thermiques et plus g^n^ralement par toules les techniques 
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classiques decrites dans la litterature (G. Odian, Principles of polymerization, 3.sup.rd Ed, 
Wiley, New York, 1991). 

A la fin de la polymerisation, la cavite aqueuse interne des vdsicules 
tubulaires comporte un telomere hydrophile muni eventuellement d'nne partie hydrophobe 
5 t^logfene integree dans le feuillet membranaire interne. La description physico-chimique de 
ces v6sicules tubulaires stabilisees est donnee dans la partie exp6rimentale et leur capacite 
de retention superieure d'un solut6 encapsul6 et leur stability mecanique accrue sont 
d6montr6es. 

Les applications vis^es incluent le transport de principes actifs, 
10 notamment de principes actifs therapeutiques, la d61ivrance 6pidermique de substances 
cosmetiques, les agents de diagnostic medical. Notamment le transport d' actifs 
anticanc6reux, de vaccins, de materiel g6n6tique, d'enzymes, d'hormones, de vitamines, de 
sucres, de prot^ines et de peptides, de lipides, de molecules organiques et inorganiques. 

Dans le cadre d'xme utilisation vaccinale, les Epitopes et peptides 
15 pourront etre incorpor^s dans la matrice aqueuse interne ou exprimes k la surface des 
v^sicules tubulaires par tm systfeme de liaison covalente afin d'am^liorer la r6ponse 
immunitaire des Epitopes. 

La pr6sente invention a done en outre pour objet toute composition, 
notanmient toute composition th^rapeutique, de diagnostic ou cosm^tique comprenant au 
20 moins un principe actif en association avec im liposome tel que d^crit ci-dessus, et en: 
particulier toute composition comprenant au moins un principe actif encapsule dans un , 
liposome ou vesicule tubulaire selon la presente invention. 

PARTIE EXPERIMENTALE 
25 FIGURES : 

La figure 1 illustre la cinetique de liberation de la carboxyfluoresceine 
encapsulee dans des liposomes de phosphatidyl choline (+) et des vdsicule tubulaires 
constituds du compos6 Al (•) mesuree en spectrofluorimetrie. 

La figure 2 repr^sente le spectre injfra rouge en phase liquide d'une 
30 solution du compost Al dans CCI4 k diffdrentes concentrations (1 . 1 0'^ a 2,5. 1 0'^M). 

La figure 3 repr^sente la courbe de distribution en taille par volume des 
v^sicules tubulaires, mesuree par microscopic 61ectronique. 

La figure 4 est une photographic obtenue par microscopic dlectronique 
par transmission de phase apres coloration negative h I'ac^tate d'uranyle 2% de v6sicules 
35 tubulaires form^es par dispersion du compost Al (2,5 mg.ral'^) dans l*eau. 

La figure 5 est ime photographic obtenue par microscopic ^lectronique 
par transmission de phase apres cryofracture d'un ^chantillon de v^sicules tubulaires 
formees par dispersion du compost Al (2,5 mg.ml'^) dans Teau. 
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La figure 6 est une photographie obtenue par microscopie 61ectronique 
par transmission de phase aprfes coloration negative a Tacetate d*viranyle 2% d'un 
echantillon de v6sicules tubulaires formees par dispersion du compost de structure B (2,5 
mgjur^) dans Teau. 
5 Example 1 ; synthase du derive Al 

La synthese du derive Al est resumee dans le schema 1 

• Acide trityl mercaptopropionique ( 1 ) 

5 g d'acide mercaptopropionique (47,16 mmoles) sont dissous dans 15 
mL de dichloromethane fraichement distilM. Une solution de chlorure de trityle (15,7 g, 
10 56,6 mmoles) dans 10 mL de dichloromethane est additionn^e goutte k goutte. Le milieu 
reactionnel est maintenu a temperature ambiante pendant 3h. Le pr6cipit6 forme est filtre et 
rinc6 abondamment avec de Tether. On obtient apres s^chage le produit pur sous la forme 
d'une poudre blanche (15,6 g, Rdt : 95 %). 

15 

• mc-iV-(2,3-Dihydroxy-propyl)-3-(/r/(y/mercapto) propionamide (2) 

2 g d'acide 3-(/r/fy/mercapto) propanoique (5,75 mmol), 0,523 g 
d'aminopropane diol (1 6q) et 1,7 g de iV-(Ethoxycarbonyl)-2-etihioxy-l,2-dihydroquinoline 
(EEDQ) (6,9 mmo], 1,2 6q) sont soIubilis6s dans 50 mL de dichloromethane. Le milieu 

20 reactiomiel est chauff6 k reflux durant 16 heures. Le brut r6actionnel est ensuite lav6 avec 
une solution de bicarbonate de sodium saturee puis avec une solution d'acide 
chlorhydrique normale, saturee en chlorure de sodium avant d'etre s6ch6 sur sulfate de 
sodium. Apres filtration sur verre fi*itte, le produit est purifie par chromatographic sur gel 
de silice avec eiution par im gradient d'ac^tate d'6thyle pur k acetate d' ethyl e/methanol 

25 9 :1 (v :v)). Le produit pur est obtenu sous la forme d'une poudre blanche (2,12 g, Rdt : 
87%). 

Le produit peut aussi etre obtenu pur, avec im rendement identique, par 
cristallisation a temperature ambiante du brut reactionnel dans un melange acetate 
d'ethyle/methanol 8 :2 (v :v) en 8 jours. 
30 RMN *H(/CDCl3) : 6 (ppm) 7,40-7,25 (15H, m, aromatiques du trityle) ; 

5,86 (IH, t, NH) ; 3,7 (IH, m, CHOH) ; 3,51 (2H, m, CH2OH) ; 3,31 (2H, m, CH2NH) ; 
3,09 (2H, m, OH) ; 2,50 (2H, t, CH2S) ; 2,04 (2H, m, SCH2CH2CO). 

RMN '^C(/CDCl3) : 5 (ppm) 172,9 (CH2£ONH) ; 144,6 (SCC phenyl) ; 
129,6 (Cpara ph6nyl) ; 128,0 (Cortho phenyl) ; 126,8 (Cmdta phenyl) ; 70.9 (CHOH) ; 66,9 
35 (SCPh3) ; 63,6 (CH2OH) ; 42,1 (NHCH2CH) ; 35,3 (SCH2CH2CO) ; 27,6 (CH2S). 

• Rac-2,3-di[7/-(heptad6cyl)carbanioyloxy-propyl]-3-(/A/(j;/mercapto) 

propionamide (3) 
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2 g de mc-7/-(2,3-Dihydroxy-propyl)-3-(/;7Yy/mercapto) propionamide 
(4,75 mmol) et 2,8 g de 1-Isocyanato-heptadecane (9,97 mmol, 2,1 cq) sont solubilis^s 
dans 50 mL de toluene fraichement dislilld, a temp6rature ambiante el sous buUage 
d'argon. Le milieu reactionnel est port6 au reflux et une pointe de spatule de 1,4-diaza 

5 bicyclo-[2,2,2]~octane (DABCO) (cat.) est ajoutee au melange. Au bout de 6 heures, le brut 
est evapore a sec et repris dans un minimum d'ether ou le produit cristallise a temperature 
ambiante, Apr6s filtration, le produit est obtenu pur sous la forme d'une poudre blanche 
(4,04 g, Rdt : 86 %). 

RMN (CDCI3) : 5 (ppm) 7,47-7,23 (15H, m, aromatiques du trityle) ; 

10 6,02 (IH, t, NH) ; 4,95-4,74 (3H, m, CHO, CH2O) ; 4,18 (2H, m, NH) ; 3,44 (2H, t, 
CH2NH) ; 3,12 (4H, q, CH2NH) ; 2,51 (2H, t, CH2S) ; 2,06 (2H, t, SCH2CH2CO) ; 1,49 
(4H, m, NHCH2CH2) ; 1,28 (54H, m, CH2 chames) ; 0,91 (6H, t, CH3). 

RMN ^^C (CDCI3) : 8 (ppm) 171,2 (CH2CONH) ; 156,1-155,9 
(OCONH) ; 144,7 (SCC phenyl) ; 129,6 (Cpara phenyl) ; 127,9 (Cortho phenyl) ; 126,7 (CmMo 

15 phenyl); 71,2 (CHO); 66,8 (SCPhj) ; 63,4 (CH2O) ; 41,2 (NCH2CH2); 40,0 
(NHCH2CH) ; 35,5 (SCH2CH2CO) ; 31,9 (NCH2CH2) ; 29,9-29,3 (chaines) ; 27,6 (CH2S) ; 
22,7 (CH2CH3) ; 14,1 (CH3) 

• Rac-2,3-di[iV-(heptadecyl)carbamoyloxy-propyl]-3-mercapto 

propionamide (4) 

20 2 g du compost 3 (2,03 mmol) et 0,236 g de tri^thylsilane (2,03 mmol-\l 

eq) sont solubilises dans un minimum de dichIorom6thane et refroidis a 0° C par un bain 
de glace. Une solution i 10 % d'acide trifluoroac^tique dans le dichloromethane est 
ajoutee, a froid, goutte a goutte, par Tintermediaire d*une ampoule a brome. Dhs la fin de 
Taddition, le milieu est ramene k temperature ambiante et laisse sous agitation durant 3 

25 heures. Apres Evaporation k sec, reprise dans le dichloromethane et lavages a I'eau distillee 
satur^e en chlorure de sodium puis avec une solution satur6e en bicarbonate de sodium, le 
brut est EvaporE a sec et repris dans Tacetate d'ethyle ou il cristallise h froid. Le produit 
pur est recup6re sous la forme d'une poudre blanche (1,3 g, Rdt : 86 %). 

RMN (CDCI3) : 6 (ppm) 6,46 (IH, t, NH) ; 4,97-4,95 .X3H, m, CHO, 

30 CH2O) ; 4,21 (2H, m, NH) ; 3,50 (2H, t, CKbNH) ; 3,16 (4H, q, CH2NH) ; 2,81 (2H, q, 
cms) ; 2,51 (2H, t, SCH2CH2CO) ; 1,64 (IH, t, SH) ; 1,50 (4H, m, NHCH2CH2) ; 1,27 
(54H, m, CH2 chaines) ; 0,89 (6H, t, CH3). 

RMN '^C (CDCI3) : 5 (ppm) 170,9 (CH2eONH) ; 156,1-156,0 
(OCONH); 71,3 (CHO); 63,5 (CH2O) ; 41,2 (NCH2CH2) ; 40,4 (NHCH2CH) ; 35,5 

35 (SCH2CH2CO) ; 31,9 (NCH2CH2) ; 29,9-29,4 (chaines) ; 22,7 (CH2CH3); 20,4 (CH2S) ; 
14,1 (CH3). 

• Compos6 Al ac6tyl6 
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0,5 g de compos6 4 (0,67 mmol) et 1,01 g de THAM triacetyle (3,37 
mmol, 5 6q) sont solubilis6s dans 30 mL de tri^thylamine firaichement distill^e. Le 
melange est porte a 50°C sous bullage d' Argon durant 2 heures puis ramen6 h temperature 
ambiante et 6vapor6 k sec. Le brut est repris dans I'acetate d'etliyle pour etre lave avec une 
5 solution aqueuse normale d'acide chlorhydrique puis avec une solution aqueuse satur6e en 
bicarbonate de sodium. Le produit est ensuite purifi6 par chromatographie sur gel de silice 
sur colonne 61uee a I'acetate d*€thyle pur. Aprds evaporation et s^chage, le produit est 
obtenu pur sous la forme d'une poudre blanche (0,33 g, Rdt : 46 %). 

RMN >H(/CDCl3): 5 (ppm) 6,48 (IH, t, CONHCH2) ; 6,37 (IH, s, 
10 CONHC) ; 5,05-4,96 (3H, m, CHO, CH2O) ; 4,45 (6H, s, CH2O) ; 4,22 (2H, m, NH) ; 3,48 
(2H, t, CH2NH) ; 3,17 (4H, q, CIIzNH) ; 2,81 (2H, q, CH2S) ; 2,49 (4H, t, SCH2CH2CO) ; 
2,10 (9H, s, CH3) ; 1,44 (4H, m, NHCH2CH2) ; 1,27 (54H, m, CH2 chaJnes) ; 0,90 (6H, t, 
CH3). 

RMN "C(/CDCl3) : 6 (ppm) 171,7-171,5 (CH2CONH) ; 170,6 (OCO) ; 
15 156,2-156,0 (OCONH) ; 71,2 (CHO) ; 63,6 (CH2O) ; 62,5 (CH2O) ; 41,2 (NCH2CH2) ; 
40.2 (NHCH2CH); 37,1-36,6 (SCH2CH2CO) ; 31,9 (NCH2CH2) ; 29,8-29,3 (chaines) ; 
26,8 (CH3) ; 22,6 (CH2CH3) ; 20,8 (CH2S) ; 14,1 (CH3). 



19 



EEDQ/CH2CI2/A 
87% 



Ph 



O 



OH 



H 



OH 



PK --sx^-Y'N. 

O 



^OH 2 



Ph 
Ph-^ 



Ph 



O 

O-^N' 
H I H H 
O N. 

O O 



CiyHasNCO/toluene/A 
DABCO/86% 



HS 



o 

H H 

O 



TFA/CH2Cl2/95% 



^cO-^ O 



AcQ-^ H 

1) AcO- 

Ac< 

2) MeONa/MeOH/88% 



TEA/46% 



HO 
HO 
HO 




H 



o o 



o 

H H 

O 
A1 



Schema 1 : synthese du derive Al 



5 • Compos6 Al 

0,3 g de derive ac6tyl6 (0,28 mmol) sont solubilis6s dans un minimum de 
methanol puis une pointe de spatule de m6thylate de sodium (cat.) est ajoutde. Le melange 
est laiss6 sous agitation k temperature ambiante dvirant 30 minutes en maintenant le pH 
entre 8 et 9 par ajout de m^thylate de sodiimi si necessaire. Le milieu r^actioimel est 

10 ensuite neutralist par ajout de quelques gouttes d'une solution aqueuse normale d'acide 
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chlorhydrique. Aprds 6vaporation k sec, le brut r^actioimel est purifi6 par chromatographie 
sur gel de silice 6ln6e avec un melange acetate d'6thyle/m6thanol 95:5 (v:v). Le produit est 
obtenu pxir sous la forme d'une poudre blanche (0,233 g, Rdt : 88 %). Pf : 129 °C. 

RMN 'H(CDCl3): 5 (ppm) 7,00 (IH, s, CONHC) ; 6,72 (IH, t, 
5 CONHCH2) ; 5,00 (3H, m, CHO, CH2O) ; 4,47 (3H, m, OH x3) ; 4,44 (6H, s, CH2O x3) ; 
4,19 (2H, m, NH x2) ; 3,48 (2H, t, CH2NH) ; 3,16 (4H, q, CH2NH x2) ; 2,85 (2H, q. 
CH2S) ; 2,65-2,50 (4H, t, SCH2CH2CO x2) ; 1,44 (4H, m, NHCH2CH2 x2) ; 1,28 (54H, m, 
CH2 chaines) ; 0,91 (6H, t, CH3 x2). 

RMN ^^C(CDCl3) : 5(ppm) 171,1 (CH2CONH); 156,2-156,0 (OCONH); 
10 71,2 (CHO); 63,6 (CH2O); 61,0 (CH20H); 4i;2 (NCH2CH2); 40,2 (NHCH2CH); 37,1-36,6 
(SCH2CH2CO); 31,9 (NCH2CH2); 29,9-29,3 (chaines); 22,6 (CH2CH3); 20,41 (CH2S); 14,1 
(CH3). 

Exemple 2 : Svnthese de T agent de reticulation C : I'acide 2- 
acrvlovlamino-3-hvdroxy-2-hvdroxvin6thvl-propvl ester acrvlique 

H 

o 

Compost C 

15 O 

• Acide 5-acryloylamino-2,2-dim6thyl-[I,3]-dioxan-5-.yl methyl ester 

acrylique 

Ig (4,65 mmol) de THAM isopropylidfene est solubilis6 dans un 
minimum de dichlorom6thane. Le pH est ajust6 et maintenu a 9 par ajout de quelques 
20 gouttes de tri^thylamine puis une solution contenant 0,378 mL de chlorure d'acryloyle 
(4,65 mmol, 1 6q.) dans 4 mL de dichlorom6thane est additionn6e goutte k goutte. La 
reaction est suivie en CCM (acetate d'ethyle/ cyclohexane 7:3) avec la disparition du 
THAM isopropylidene (Rf : 0,3). Le milieu est ensuite neutralist par ajout d'acide 
fomiique, 6vapor6 a sec et purifie par chromatographie sur gel de silice k Taide d'un 
25 gradient d'61ution achate d'tthyle/cyclohexane 7:3 a 5:5. Le produit pur est obtenu sous la 
forme d'une huile jaune (1,1 g, Rdt : 87 %). 

RMN *H (CDCh) : 5 (ppm) 6,50 (m, IH, CHCONH), 6.43 (d, IH, CHab 
ester acrylique), 6.30 (s, IH, NH), 6.22 (d, IH, Clhb acrylamide), 6.14 (d, IH, CHCOO), 
5.93 (d, IH, CH2a ester acrylique), 5.65 (d, IH, CHaa acrylamide), 4.62 (s, 2H, CH2OCO), 
30 4.42 (d, 2H, CH2O), 3.80 (d, 2H, CH2O), 1 .49 (d, 6H, CH3X2) 

RMN '^C(CDCl3) : 6 (ppm) 
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o Acide 2-acryloylamino-3-hydroxy-2-hydroxym6thyl-propyl ester 

acrylique 

g (4,08 mmol) d'acide 5-acryloylamino-2,2-dimethyl-[l,33-dioxan-5- 
yl methyl ester acrylique et 5,45 g de Montmorillonite KIO sonl melange dans du 
5 dichlorom^thane et laiss6s sous agitation a temperature ambiante durant 4 jours. Ce 
melange est ensuite filtre sur c61ite et lave au methanol. Le gSleau de cdlite est repris 
plusieurs fois dans le methanol sous forte agitation avant d'etre a nouveau filtr^. Apres 
Evaporation a sec, le produit est obtenu pur sous la forme d'une huile jaune (0,766 g, Rdt : 
82 %). 

10 RMN (CDCI3) : 6 (ppm) 6.73 (s, IH, NH), 6.42 (d, IH, CHjb ester 

acrylique), 6.21 (d, IH, CHzb acrylamide), 6.14 (d, IH, CHCOO), 5.88 (d, IH, CHsa ester 
acrylique), 5.69 (d, IH, CKba acrylamide), 4.70 (m, 2H, OH x2), 4.39 (d, 2H, CH2O), 3.70 
(dd, 4H, CH2OH). 

RMN ^^C (CDCI3) : 6 (ppm) 

15 Exemple 3 ; Synthase du d€nv6 D, le 3-mercaptopropanoate de 

cholest^rvle 




• Acide 3-(/r/Yy/mercapto) propanoique 
20 17,34 g (62,3 mmol, 1,1 6q.) de chlomre de triph6nylmethyle sont 

dissous dans un minimum de dichlorom^thane et additionn^s goutte k goutte a une solution 
contenant 6 g (56,6 mmol) d'acide 3-mercapto propanoique dilue dans 30 mL de 
dichloromethane. Le melange est plac6 sous agitation i temperature ambiante durant 16 
heures. Le produit cristallise directement dans le milieu r^actionnel. Apres filtration et 
25 lavage des cristaux k Tether, le produit est obtenu pur sous la forme d'une poudre blanche 

. (18,51 g, Rdt : 94 %). Pf : 203-204 °C 

RMN ^H(DMSO) : 8 (ppm) 7,3 (m, 15H, aromatiques trityle), 2,2 (m, 
4H, CH2S, CH2CO) 

RMN ^^C(DMSO) : 5 (ppm) 173 (COOH), 144.2 et 126,4-129 
30 (aromatiques du trityle), 66 (PhaCS), 33 (CH2S), 26,5 (CH2CO) 



• 3-(rr//y/mercapto)propanoate de cholesteryle 

5 g (14,3 mmol) d'acide mercaptopropanoique trityl6, 1,74 g (14,3 nrniol, 
1 6q.) de N-dim6thylaminopyridine et 3,57 g (17,16 nmiol, 1,2 eq.) de 
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dicyclohexylcarbodiimide sont dissous dans 50 mL de dichlorom^thane. 5,54 g (14,3 
mmol, 1 6q.) de cholesterol sont additionn6s au melange a temperature atnbiante. La 
disparition de Tacide permet de suivre le d6roulement de la r6action en CCM 
(hexane/ac6tate d'dthyle 8:2). Au bout de 90 minutes, Tagitation est stoppee, le precipit^ 
5 forme est filtre et lav6 a Tether. Le produit est obtenu pur sous la forme d'une poudre 
blanche apres Evaporation du filtrat et recristallisation dans un melange ether/m6thanol 
(10,12 g, Rdt : 97 %). Pf : 132 °C. [ajo^^ : -14,9 (c, 1, CH2CI2). 

RMN ^H(/DMSO) : 5 (ppm) 7,2 (m, 15H, aromatiques trityle), 5,3 (ra, 
IH, Ha cholesterol), 4,5 (m, IH, CHbOCO cholesterol), 2,35 (m, 2H, CH2S), 2,2 (m, 2H, 
10 CH2COO), 2,18 (m, 2H, CHc2 cholesterol), 0,93 (m, 3H, CHda cholesterol), 0,84 (m, 3H, 
CHc3 cholesterol), 0,79 (m, 6H, CHo, CHga cholesterol), 0,60 (s, 3H, CHjo cholesterol). 

RMN ^^C(/DMSO) : 5 (ppm) 170,8 (CH2COO), 144,3 (C5 cholesterol), 
139,2 ; 126,2-129,2 (aromatiques du trityle), 122,9 (€5 cholesterol), 74,5 (C3 cholesterol), 
64,2 (PhaCS), 56,7 (C34 cholesterol), 56,2-1 1 ,9 (pics caracteristiques du cholesterol). 
15 • 3- Mercaptopropanoate de cholesteryle 

5 g (6,98 nunol) de 3-(/!rz7y/mercapto)propanoate de cholesteryle et 0,8 g 
(6,98 mmol, 1 eq.) de triethylsilane sont dissous dans un minimum de dichloromethane et 
refroidis ^ 0 ®C par un bain de glace. 220 mL d'un melange de dichloromethane et d*acide 
trifluoroacetique (10:1 v:v) sont ajout6s goutte k goutte dans le milieu reactionnel. La 
20 reaction est suivie en CCM (cyclohexane/acetate d'ethyle 9:1). En fin de reaction, le 
melange est concentre sous vide h 40 ^C. Le bnit est r^ris dans I'^ther avant d'Stre Iav6 
avec une solution aqueuse normal e de bicarbonate de sodium et recristallise dans un 
melange dther/methanol. Le produit est obtenu pur sous la forme de caistaux blancs (3,15 
g, Rdt : 95 %). Pf : 69-70 "C. [a]D^° : -20,5 (c, 1, CH2CI2). 
25 RMN 'H(/DMS0) : 5 (ppm) 5,3 (m, IH, Ha cholesterol), 4,6 (m, IH, 

CHbOCO cholesterol), 2,67 (m, 2H, CH2SH), 2,53 (m, 2H, CH2COO), 2,27 (d, 2H, CHc2 
cholesterol), 1,54 (tr., IH, SH), 0.94 (m, 3H, CHds cholesterol), 0,80 (m, 3H, CHe3 
cholesterol), 0,77 (m, 6H, CHo, CHgs cholesterol), 0,60 (s, 3H, CHh3 cholesterol). 

RMN '2C(/DMSO) : 5 (ppm) 171,0 (CH2COO), 143,9 (C5 cholesterol), 
30 122,9 (Cfi cholesterol), 74,5 (C3 cholesterol), 56,8 (C14 cholesterol), 56,2-11,9 (pics 
caracteristiques du cholesterol) 

Exemple 4 : Svnthese d*un telomere lipidique de ciblaee E 
Cette synth^ est illustree par le schema 2. 
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• Ester methylique de Tacide 5-Acryloylamino-2-/e/Y- 



butyloxycarbonylamino-pentanoique (5) 

4,00 g du sel d'ac6tate de la L-(Boc)LysOMe (12,50 mmol - I 6quiv.) 
5 sont dissous dans 30 mL de dichloromethane anhydre. Le pH de la solution est amen^ a 9 
par addition de DIEA puis rejfroidi a O^'C. 1,87 mL de chlorure d'acryloyle (23 mmol - 
1,85 6quiv.) sont ajoutes goutte a goutte au melange r^actionnel en maintcnant le pH de la 
solution basique par addition de DIEA. Apres 24 heures d'agitation, le milieu est lav6 a 
Teau puis la phase organique est sech^e sur Na2S04. Les solvants sont evapor^s sous 
10 pression r^duite et la purification par chromatographie flash sur gel de silice (eluant: 
acetate d'^thyle/cyclohexane 8:2) permet d'obtenir le compos6 5 (3,67 g, Rdt : 76 %) sous 
forme d'une huile incolore translucide. [ajo = + 7,5 (c, 1, CHCI3). 

RMN (250 MHz, DMSO-d6) : 5 8.08 (IH, t, J = 5.6 Hz, NH-CO-6), 
7.22 (IH, d, J = 7.7 Hz, NH-CO), 6.20 (IH, dd, J cis = 9.7 Hz et J trans = 17.1 Hz, He), 6.05 
15 (IH, dd, J gcni= 2.7 Hz et J t^ns = 17.1 Hz, Hb), 5.56 (IH, dd, J gem= 2.7 Hz et J cis = 9.7 Hi, 
Ha), 3.92 (IH, m, CH), 3.62 (3H, s, CH3-O), 3.10 (2H, q, J - 6.3 Hz, CH2-NH), 1.60 (6H, 
m, CH2 de la lysine), 1 .3 8 (9H, s, CH3 du Boo). 

RMN ^^C (62.86 MHz, CDCI3) : 5 169.3, 161.3 (CO), 136.8 (C^ aroni), 
130.7 (CH arom.), 128.6 (C'^ arom), 128.6 (CH arora.), 125.5 (CH=N(0)), 72.2 (d\ 28.4 
20 (CH2-CO), 25.7 (CH3 du ferr-butyl). 
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Compose 4 (1 eqyAIBN/CHjCN/A 
70% 

V 




Sch6ma de synthese du t^lomdre lipidique de ciblage E 
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• Tris-(ac6loxyiii6thyl) acrylamidom^thanc (6) 

100 mL d'un mdlange anliydridc acetique/pyridine 1 : 1 place a froid 
(eau + glace) dans un ballon de 250 mL est agite pendant 10 minutes. AprSs ajout du Tris 
5 (hydroxym^thyl) acrylaniidom6thane (1 1 ,5 g, 66 mmoles), le milieu r^actionnel est ramend 
, a temperature ambiante, puis laisse sous agitation durant 12h00. Le brut est verse dans 200 
mL d'eau glacee et la phase aqueuse est exti'aite avec 200 mL de dichlorom^thane. La 
phase organique est lav6e avec une solution aqueuse d'HCl IN (100 mL) puis une solution 
aqueuse de NaHCOa sat (100 mL), s^chee sur sulfate de sodium puis concentree sous 
10 pression rdduite. Deux cristallisations successives dans nn melange AcOEt/hexane 
permettent d'obtenir le compose 6 sous la forme d'aiguilles blanches (17 g, 90 %), Pf : 96- 
97**C. 

RMN (250 MHz, CDCI3) : 8 5,9-6.2 (IH, dd, CH2-CH ; 2H, 2dd, 
CH2=CH ; 1 H, s, NH), 4.48 (6H, s, CH^-OAc), 2.09 (9H, s, CH3CO). 
15 RMN ^^C (62.86 MHz, CDCI3) : 5 170.7 (CH3CO), 165.6 (NHCOj, 

130.9 (CH2=CH), 127.1 (CH2=CH), 62.7 (CH2O), 58.2 (C-NH), 20.7 (CH3CO). 

• Synthase du lipide t61om6ris6 E 

Dans un ballon bicol de 100 mL surmont^ d*un r6fHg6rant, sont dissous 
0,767 g de monomere 6 ( 2,55 mmoles, 12 6q) et 0,2 g de monomere 5 (0,63 mmole, 3 eq) 

20 dans 20 mL d'ac^tonitrile fraichement distille. Le milieu reactionnel est d6gaz6 sous argon 
et port6 a reflux. 7 mg d'AIBN (4,29.10"^ mmole, 0,2 6q) et 0,157 g de thiol 4 (0,2t 
mmole, 1 6q) dissous dans 5 mL d'ac^tonitrile fraichement distille et degaze sont 
additionn6s. La reaction est maintenue au reflux pendant 4h jusqu'a consommation totale 
des monomeres (d6tect6e par CCM). Le milieu reactionnel est concentre sous pression 

25 reduite et le brut reactionnel est filtre sur colonne sephadex (MeOH/CH2Cl2 1 :1). Le 
produit est ensuite dissous dans 100 mL de methanol en presence d'une quantite 
catalytique de methylate de sodium. Apres 5h d'agitation le milieu reactionnel est 
neutralise par addition de resine acide IRC 50. La resine est eliminee par filtration et le 
solvant ^liniine sous pression r6duite. Le produit est ensuite mis en reaction a froid dans un 

30 melange acide TFA/CH2CI2 (20%) pendant 3h. 

Le mileu r6actionnel est concentre sous pression reduite. L*huile obtenue 
est reprise plusieurs fois dans de Tether jusqu'a precipitation du telomere sous la forme 
d'une poudre blanche. Le produit est dissous dans Teau et lyophilise jusqu'^ obtention du 
compose E sous la forme d'une poudre blanche. 

35 Le degre de polymerisation moyen (DPn) et le rapport des concentration 

de chaque monomere dans la macromoiecule (x et y) a ete determine par RMN IH en 
comparant les integrations des signaux des methyls des deux chaines alkyle k 1,1 ppm k 
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celle des signaux du Tris (CH^OH) k 4,3 ppm et de la lysine (CH^NH) k 3,37 ppm. Nous 
avons pu determiner les valeurs suivantes pour x et y : 

X : 30 ety : 10 

Exemple 5 : Svnthese d'un lipide de ciblage F 

O O 

H H I H 

O 






o o 

• Acide 5-Acryloylamino-2-tert-butoxycarbonylaininO'peiitanoique 7 
2 g de Boc Lysine (8,13 raraoles) sont dissous dans lOmL d'un melange 

acetonitrile - soude 2N 1 : 1. Le milieu r^actionnel est refroidi a lO^C . Le chlorure 
d*acryloyle (1,1 g, 12,19 mmoles) dissous dans 10 mL d' acetonitrile est additionne goutte 

10 a goutte. Le pH est maintenu a 8 par addition de soude 2N, A la fin de Taddition le milieu 
r^actionnel est agite 2h k temperature ambiante puis acidifie avec une solution d'HCl 2N, 
extrait avec de Tac^tate d'6thyle (3x20mL). La phase organique est s6chee puis concentree 
sous pression r^duite. Le produit final est obtenu pur sous la forme d*une poudre blanche 
par recristallisation dans T^thanol (1,9 g, 78%). 

15 RMN *H (250 MHz, DMSO-dd) : 8 8.02 (IH, t, NH-CO-O), 7.18 (IH, d, 

J = 7.4 Hz, NH-CO), 6.25 (IH, dd, J cis = 9.4 Hz et J ,rans = 17.1 Hz, He), 6.05 (IH, dd, J gem 
= 2.7 Hz et J irans = 17.1 Hz, Hb), 5.6 (IH, dd, J gcm = 2.7 Hz et J cis = 9.4 Hz, Ha), 3.92 (IH, 
m, CH), 3.10 (2H, q, J = 6.3 Hz, CH2-NH), L60 (6H, m, CH2 de la lysine), 1.38 (9H, s, 
CH3 du Boc). 

20 RMN '^C (62.86 MHz, DMSO-d6) : 5 169.3, 1613 (CO), 155.8 (CO 

urethane), 130.7 (CH2=), 128.6 (-CH=), 80.5 (C tBu), 53.7 (CH Lys), 40.3 (CeLys), 33.2 
(CpLys), 29.8 (C5Lys), 28.4 (CH2-CO), 25.7 (CH3 du /e/7-buty]). 

• Acide 6-Acryloylamino-2-[bis-(2-'Carboxy-6thyl)-amino]-hexanoique 

8 

25 Dans un ballon de 50 mL, 1,9 g de compost 7 (6,33 mmoles) sont 

dissous dans 20 mL d'un melange acide trifluoroac^tique - dichloromethane 1:1. Apres 2h 
d'agitation le solvant est 6vapore sous pression reduite et I'huilc obtenue est reprise 
plusieurs fois dans du chloroforme et 6vapor6 jusqu'a obtention d*une poudre. Dans un 
baJlon dc 25 mL, 1,94 g d'acide bromoac^tique (12,66 mmoles) sont dissous dans 7 mL de 

30 soude 2N. La solution est refi-oidie k 0®C dans un bain de glace et la poudre obtenue apr6s 
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ddprotection, dissoute dans 1 1 mL d'une solvrtion aqueuse de soude 2N est additionn6e 
goutte k goutte. Apres 2h de reaction a temperature ambiante, une solution aqueuse d'HCl 
2N est additionn6e jusqu'a I'obtention d'un pH acide. Le produit precipite. Le pr6cipit6 est 
filtr6 et essor^ puis s^che sous pression r6duite. Le produit 8 est obtenu pur sous la forme 

5 d'une poudre blanche apres recristallisation dans I'^thanol (1,6 g, 57%). 

RMN 'H (250 MHz, DMSO-d6) : 5 8.02 (IH, t, NH-CO-O), 7.18 (IH, d, 
J = 7.4 Hz, NH-CO), 6.25 (IH, dd, J cis = 9.4 Hz et J = 17.1 Hz, He), 6.05 (IH, dd, J gem 
= 2.7 Hz et J irans = 17.1 Hz, Hb), 5.6 (IH, dd, J gem = 2.7 Hz et J cis = 9.4 Hz, Ha), 3.5 (4H, 
s, N-CH2-COOH), 3.3 (IH, t, J=7.1 Hz, CH2-CH-N), 2.9 (2H, m, CH2NH), 1-1.5 (6H, m, 

10 CH2CH2CH2). 

RMN '^C (62.86 MHz, DMS0-d6) : 8 174.8, 173.6 (COOH), 168.4 
(CONH), 130.4 (CH2=), 128.2 (-CH=), 64.8 (CH Lys), 53.8 (N-CH2-COOH), 40.3 
(CeLys), 30.5 (CpLys), 29.8 (C6Lys). 

• Synthase du lipide F • 

15 2,56 g de compost 4 (3,6 mmol) et 1,6 g de compost 8 (3,6 mmol) sont 

solubilis^s dans 30 mL de tri^thylamine firaichement distill6e. Le melange est port6 ^ SCC 
sous buUage d'Argon durant 2 heures puis ramend k temperature ambiante et ^vapor^ a sec 
sous pression reduite. Le produit est obtenu pur sous la forme d'une poudre blanche aprds 
recristallisation successive dans Pacetate d'ethyle (2,29 g, Rdt : 55 %). 

20 RMN 'H (250 MHz, DMSO-d6) : 3 (ppm) 7.12 (IH, t, NH-CO-O), 6,4| 

(IH, t, CONHCH2) ; 6,37 (IH, s. CONHC) ; 5,05-4,96 (3H, m, CHO, CH2O) ; 4.45 (6H, sj. 
CH2O) ; 4,22 (2H, m, NH) ; 3,48 (6H, s + t, N-CH2-COOH, CH2NH) ; 3.25 (IH, t, J=7.'l 
Hz, CH2-CH-N), 3,17 (2H, m, CH2NH) ; 2,81 (4H, t, CH2S) ; 1,44 (4H, m, NHCH2CH2) ; 
1,27 (60H, m. CH2Lys, CH2 ch^^nes) ; 0,90 (6H, t, CH3). 

25 RMN '^C(250 MHz, DMS0-d6) : 5 (ppm) 171,7-171,5 (COOH, 

CH2CONH) ; 156,2-156,0 (OCONH) ; 71,2 (CHO) ; 64.5 (CH Lys), 63,6 (CH2O) ; 62,5 
(CH2O) ; 53.2 (N-CH2-COOH), 41,2 (NCH2CH2) ; 40,2, 40.1 (CsLys, NHCH2CH) ; 37,1- 
36,6 (SCH2CH2CO) ; 31,9 (CpLys) ; 29,8-29,3 (chaines et CpLys) ; 26,8 (CH3) ; 22,6 
. (CH2CH3) ; 20,8 (CH2S) ; 14,1 (CH^). 
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1) TFA/CH2C12 

2) acide bromoac6tique 
NaOH 2N 40% 
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THAM / compose 4 
TEA / 50°C 



o o 




sch6ma de synthese du lipide de ciblage F 
Exemple 6 ; Pr6paration des v6sicules tubulaires h partir du d6riv6 Al 
Materiel utilise. 

• Mesure de la taille des v6sicnles tubulaires. 
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La distribution en taille des particules a 6t6 mesur^e par spectroscopie de 
correlation photonique de la lumiere d'^chantillon dilucs deins Teau en utilisant un appareil 
Malvern HPPS/NIBS equipe d'un laser He/Ne de 3 mW et d'un correlateur a 288 canaux 
muni d'une avalanche de photodiodes, Le traitement math6niatique de la courbe 
5 d'autocorrelation fait appel a la methode Contin, 

• Dispersion des lipides 

Les lipides A sont disperses dans Teau selon la methode film dans un 
bain de sonication Bransonic thermostate type 2510 E (100 W, 42 Hz) au dessus de leur 
temperature de transition de phase pendant une demi heure. 
10 • Formation des dispersions de v^sicule tubulaires 

Les vesicules tubulaires sont pr^par^es dans un premier temps en 
solubilisant le lipide Al dans le chloroforme. La solution est concentree lentement sous 
pression r^duite dans un ballon forme coeur de 20 mL a Taide d'un evaporateur rotatif. Le 
film obtenu est ensuite s6che sous pression r^duite h Taide d'une pompe k palette. Le film 
15 de lipide est r6hydrate avec de Teau distill^ k 65 ""C (lO^'C au dessus de la temperature de 
transition de phase du lipide) h une concentration de 2.5 mg.mL'^ Le melange est 
horaog^neise au vortex pendant 5 minutes puis soumis aux ultrasons pendant 30 minutes k 
70^C. La solution bleutee translucide obtenue est filtrte k travers im filtre de 0,45 ^m puis 
analys6e au spectrom^tre de correlation photonique et en microscopie 61ectronique par 
20 transmission (figures 3, 4 et 5). 

Avec R=C|7H35 (derive Al). La temperature de transition de phase a ete 
mesuree par detection de la polarisation d'une sonde fluorescente, le DPH en 
spectrofluorimetrie : Tm = 54 

Nous obtenons des vesicules tubulaires dont le diamfetre hydrodynaraique 
25 moyen.mesure par diffraction de la lumidre est de 132 nm (IP : 0,35). 




Les mesures de forme et de taille etablies par observation des cliches de 
30 microscopie electronique (figures 4 et 5) ont permis de mettre en evidence la formation de 
vesicules tubulaires refermees k leurs extremites dont la section moyenne est de 38 nm et 
la longueur moyenne de 247 nm. Les analyses en cryofracture ont confirme la formation de 
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ces v6sicules tubulaires et leurs caracteristiques morphologiques, k savoir la presence 
d'une cavite aqueuse interne isolee du milieu ext^rieur. 

Ces v6sicules tubulaires ont une stabilite elevee puisqu'on n' observe 
5 aucune Evolution de la taille des particules aprfes un an de stockage tandis que dans les 
memes conditions, des liposomes fomies de phosphatidyl choline de jaune d*ceuf evoluent 
au bout de seulement 5 jours. 

La mise en Evidence de la cavity interne aqueuse a ete prouvee 
indirectement par des mesures spectrofluorim^triques de T encapsulation et des cinetiques 
10 de liberation d'une sonde fluorescente hydrophile, la carboxyfluoresc6ine (figure 1). Les 
mesures montrent clairement une cin6tique de liberation plus lente de la sonde fluorescente 
compar^e k une encapsulation traditionnelle dans un melange de phosphatidyl choline de 
jaune d'ceu£ 

Exemple 7 ; Encapsulation de carboxvfluoresceine dans des v6sicules 
15 tubulaires fabriquees k partir du derive Al 

Le pouvoir d'encapsulation des differents composes est determine par 
spectrofluorimetrie a Taide d'une sonde fluorescente : la 5 (6)-carboxyfluoresceine. On 
mesure la liberation de ce marqueur fluorescent k partir des vesicules prepar6es selon les 
methodes standardisees. 

20 Cette etude necessite la preparation d*un tampon Tris (15 mM et 1 50 mM 

NaCl) a pH 7,4, ainsi que d'une solution de carboxyfluoresceine ^ 120 mM et pH 7,4 
egalement. 

Les composes etudies sont peses (2,5 mg/mL) et sont dissous dans un 
minimum de methanol. Le solvant est evapore sous pression reduite au rotavapor et le film 

25 ainsi obtenu est seche par un flux d 'azote. 

On ajoute la solution de carboxyfluoresceine 120 mM dans le tampon 
Tris de manifere a obtenir une dispersion de lipides de concentration egale a 2,5 mg/mL. La 
suspension obtenue est agitee au vortex pendant 1 minute puis soumise aux ultrasons dans 
un bain de sonication pendant 1 heure a 70**C. 

30 La sonde fluorescente non encapsuiee est eiiminee par passage sur 

colonne Sephadex G25 prealablement equilibree avec le tampon Tris. La fraction de 
vesicule recoltee est immediatement 6tudiee par spectrofluorimetrie. 

Les mesures de fluorescence ont ete realisees k Taide d*un 
spectrofluorimetre Jobin-Yvon (spectrofluoromax 2), equipe d'une lampe Xenon 150 W. 

35 Toutes les mesures ont ete effectuees dans une cuve en quartz, thennostatee k 25°C. Les 
echantillons ont ete analyses k une longueur d*onde d'excitation de 480 nm, et une 
longueur d'onde d'emission de 530 nm pendant 4 heures. 
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Les bandes passantes ont &t6 fixees k 0,5 nm aussi bien pour Texcitation 
que pour remission. 

Pour chaque mesure, Tintensite de fluorescence initiale (Fo) est 
d^terminee 30 secondes aprfes la filtration sur colonne. La liberation est etudi6 sur une 
5 p^riode de 4h et I'intensit^ de fluorescence (FO est mesuree a intervalle regulier. 
L'intensite maximum de fluorescence (FmaO qui correspond a 100% de relargage, est 
obtenue apr^s la lyse des v^sicule tubulaires obtenue par ajout de Triton XI 00 (10% v/v). 

Le pourcentage de liberation est obtenu a Taide de Tequation 
suivante (figvire 1) : 
10 %R=(Ft~Fo)/F„,ax 



Exemple 8 : Polymerisation d*un monomfere encapsule dans des 
vdsicules tubulaires obtenues k partir du lipide Al 

La composition des solutions uti Usees est resum^e dans le Tableau 1 , . 





Designation 


Solvant 


Concentration 


Monomere 


THAM 


Eau distiliee 


0,1 M 




Acrylamide 


Eau distillee 


0,1 M 


Amorceur 


tBuOOH/Na2S205 


Dichloromethane / Tampon 


2,5.10-^ M / 2,5.10-^ M 




Na2S205 


Tampon 




Tampon 


NaCl 


Eau distillee 


0,1 M 'i 



15 Tableau 1 

• Preparation du film 

20 mg de lipides Al sont solubilis6s dans 2 mL d'une solution 
d'hydroperoxyde de Cumene dans le dichloromethane fraichement distilie et degaze par 
buUage d'argon (2,5.10"^ M), dans un ballon forme coeur. 

20 La solution est evaporee a sec k revaporateur rotatif (la temperature du 

bain ne depassant pas 40^C) puis le film est seche k la pompe k palette (1 heure) et place 
sous atmosphere inerte jusqu'a utilisation. Dans le cas d'un amor9age par le dithionite de 

. . sodium, le film, est prepare dans, du dichloromethane jfraichement distilie et degaze par - 
buUage d 'Argon. 

25 • Dispersion 

2 mL de solution de monomere dans Teau distiliee (0,1 M), 
prealablement desoxygenee par bullage d'Argon sont ajoutes. Le melange est agite pendant 
1 minute puis place dans un bain d'ultrasons durant 60 minutes k 70 ^'C. 
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separation - Polymerisation 
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La preparation est d6posee sur colonne Sephadex G50 (2 cm de diametre 
pour une hauteur de 10 cm de gel) prealablement ^quilibree avec im tampon NaCl 0,1 M 
d6soxyg6n6 pendant 30 minutes parbullage d* Argon. 

2 mL de fraction bleutee coixespondant a une 61ution de 25 a 27 mL sont 
r^cup^res dans un ballon. 2 mL de solution de meta bisulfite de sodium dans le tampon 
NaCl (2,5.10"* M) sont alors ajoutes pour amercer ia polymerisation qui se d^roule sous 
atmosphere inerte, h 3TC et durant 1 (acrylamide) 4 3 heures (THAM). 

Dans le cas d'un amor9age par le dithionite de sodium, 2 mL d'une 
solution de Tamorceur dans le tampon NaCl 0,1 M (2.10'*^ M) sont ajoutds apr^s separation 
sur colonne Sephadex. 

Exemple 9 ; Telom6risation d'un monomdre encapsule dans des 
v6sicules tubulaires obtenues a partir du lipide Al 





Designation 


Solvant 


Concentration 


Monomere 


THAM 


Eau distiliee 


0,1 M 


Agent 


3- 


Dichloromethane 


2.10-^ M 


teiogfene 


mercaptopropanoate 
de cholesteryle 






Amorceur 


tBuOOH/Na2S205 


Dichlorom6thane / 
Tampon 


2,5.10-^*1^1/2,5.10-^1^1 




Na2S20s 


Tampon 




Tampon 


NaCl 


Eau distiliee 


0,1 M 



J5 



20 



25 



Tableau 2 

• Preparation du film 

1 8 mg de lipide Al et 2 mg de compose telogene D sont solubilis6s dans 
2 mL d'une solution d'hydropdroxyde de Cumene dans le dichloromethane fraichement 
distilie et degaze par bullage d' Argon (2,5.1 0"^ M), dans un ballon coeur. 

La solution est evapor^e k sec a I'dvaporateur rotatif (la temperature du 
bain ne ddpassant pas 40°C) puis le film est s^che a la pompe a palette (1 heure) et place 
sous atmosphere inerte jusqu'^ utilisation, Dans le cas d'un amor9age par le dithionite de 
sodium, le film est prepare dans du dichloromethane fraichement distilie et degaze par 
bullage d*Argon. 

• Dispersion 

2 mL de solution de monomere dans Teau distiliee (0,1 M), 
prealablement desoxygenes par bullage d' Argon sont ajoutes. Le melange est agite 1 
minute puis place dans un bain d*ultrasons durant 60 minutes k 70°C. 

• separation - Polymerisation 
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La preparation est d6pos6e sur colonne Sephadex G50 (2 cm de diam^tre 
pour une hauteur de 10 cm de gel) pr6alablement 6quilibr6e avec un tampon NaCl 0,1 M 
desoxygdn^ 30 minutes par bullage d' Argon. 

2 mL de fraction bleut^e correspondant a une 61ution de 25 a 27 mL sont 
r^cuperes dans un ballon. 2 mL de solution de metabisuJfite de sodium dans le tampon 
NaCl (2,5,10"^ M) sont alors ajoutes pour amercer la t^lom^risation qui se d6roule sous 
atmosphere inerte, a 37*^C et durant 16 a 20 heures. Dans le cas d'un amor^age par le 
dithionite de sodium, 2 mL d'une solution de Tamorceur dans le tampon NaCl 0,1 M (2.10' 
^ M) sont ajoutes apres separation sur coloime Sephadex. 
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REVENDICATIONS 



1. Compost de formule (III) : 

O 

X 

HN'^ (CH2)n-X R3 




R— NH^O 



10 



(III) 
dans laquelle 

- X repr^sente un atome de soufre S ou un groupement -CH2- ; 

- n est un entier allant de 0 a 1 0 ; 

- R repr6sente un groupement choisi panni : les radicaux hydrocarbon^s 
en C4-C24 ; les radicaux hydrocarbonds fluores en C4-C24 ; les radicaux thioalkyls en C4- 
C24; 

- R3 repr6sente un groupement choisi parmi : 



O 

(CH2)m-U^ 



/— OH 

NH — f 

\ ^OH 

^ OH 



et 




NH-Z— R2 



15 



20 



25 



dans lesquels 

- m est un entier allant de 1 a 1 0 et lorsque X=CH2 alors l<m+n<7 ; 

- X represente 0 ou un entier allant de 1 a 30 ; 

- y represente 0 ou un entier allant de 1 a 10 ; 

- Ri represente un groupement hydrophile ; 

- R2 represente un groupement de reconnaissance ayant une affinite pour 
une cible biologique ; 

- Z est un bras espaceur ; Z est lie a R2 au moyen d'une liaison qui peut 
6tre choisie parmi les fonctions -0-C0-, -CO-NH-, -NH-CO-NH-, -NH-CO-0-, 0-CO-0-, 
-0-, -CH=N-, -S- ou par complexation d'un atome de nickel ; Z est choisi parmi une chaine 
peplidique, un acide £i-amine, rethanolamine, la 3-propanolamine, une diamine de 
formule -NH-(CH2)p"NH- dans laquelle p represente un entier allant de 2 a 6, ou -Z-R2 
represente un groupement NTA de formule suivante ; 
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O 

HO' 

^OH 
O^^OH 



o 



2. Compos6 selon la revendication 1 r^pondant a la formule (I) : 
o ' — 

(CH2)n — X — (CH2)m ^ OH 




R- 

5 (I) 

dans laquelle : 

- X repr6sente un atome de soufre S ou un groupement -CH2- ; 

- n est un entier allant de 0 i 1 0 ; 

- m est un entier allant de 1 hlO ; 
10 - lorsque X=CH2 alors 1 <m+n<7 ; 

- R repr6$ente un groupement choisi parmi : les radicaux hydrocarbon^s 
en C4-C24 ; 'es radicaux hydrocarbon^s fluor^s en C4-C24 ; les radicaux thioalkyls en C4- 
C24. 

3. Compose selon la revendication 2, caract6ris6 en ce que le groupement 
15 R est choisi parmi les radicaux suivants : 

le radical thiooctyl 

le n-butyle, le ter-butyle, Tisobutyle, le n-pentyle, Tisopentyle, le n- 
hexyle, le n-heptyle, le n-octyle, le n-nonyle, le n-d^cyle, le n-und6cyle, le n-dodecyle, le 

n-tridecyle, le n-t$lrad6cyle,.le a-pmt^decyle, le n-hexad6cyl, le n- heptad^cyle, .le n-r. 

20 octad^cyle, le radical phytyl (CH3[CH(CH3)(CH2)3]3CH(CH3)CH2CH2), 

- les radicaux hydrocarbones fluor^s rdpondant k la formule -(CHj^r 
(CF2)rF, dans laquelle r et t repr6sentent deux entiers avec : 14 > r+-t > 4. 

4. Compost selon la revendication 2 ou la revendication 3, caracterisd en 
ce que R est choisi de fa9on k ce que (I) ait une temperature de transition de phase 

25 superieure k 37°C. 

5- Compose selon Tune quelconque des revendication 2 S 4, caracterise 
en ce que Tune ou plusietirs des conditions suivantes sont v^rifiees : X=S ; n=2 ; m=2. 
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formule A 



6. Compost selon la revendication 5, caract6ris6 en ce qu*il r^pond ^ la 



HN 



O O 



RHN^O. 

T 

o 




OH 

OH 
OH 



O 

RHN'^O 



formule Al 



Fonnule A 

7. Compose selon la revendication 6, caract6ris6 en ce qu'il r^pond k la 



H 



10 



O O 

i I Compose A1 
^O 

^N^O 
H 




OH 

OH 
OH 



formule (II) : 



8. Compos6 selon la revendication 1, caracterisd en ce qu'il r^pond k la 



HN {CH2)n— X' 



R— NH O. 

Y 
O 

^O 
R— NH^O 





H 

y 

NH-Z— R2 



(ID 



15 dans laquelle : 

- X repr6sente un atome de soufire S ou un groupement -CH2— ; 

- n est un entier allant de 0 a 10 ; 

- X repr6sente 0 ou un entier al]ant de 1 ^ 30 ; 

- y repr6sente 0 ou un entier allant de 1 d 1 0 ; 
20 - Ri repr^sente un groupement hydrophile ; 

- R2 rcpr6sente un groupement de reconnaissance ayant une affmite pour 
une cible biologique ; 
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- Z est un bras espaceur ; Z est \i6 a R2 au moyen d'une liaison qui peut 
gtre choisie panni les fonctions -0-CO-, -CO-NH-, -NH-CO-NH-, -NH-CO-0-, 0-C0-0-, 
-0-, -CH=N-, -S- ou par complexation d'un atome de nickel ; Z est choisi parmi une chaTne 
peptidique, un acide Q-amine, Tetlianolamine, la 3-propanolamine, une diamine de 
5 formule -NH-(CH2)p-NH- dans laquelle p represente un entier allant de 2 a 6, ou -Z-R2 
repr^sente un groupement NTA de formule : 




9. Compose selon la revendication 8, caract6ris6 en ce que Tune ou 
10 plusieurs des conditions suivantes sont v6rifiees : 

-X=S 
-n=2 



- Ri est choisi parmi les radicaux suivants : 




15 dans lesquels R' represente H ou un compost hydrocarbon^ polyhydroxyl6 en C4-C24, ; 

- R est choisi parmi les radicaux suivants : 
le radical thiooctyl, 

le n-butyle, le ter-butyle, I'isobutyle, le n-pentyle, 
I'isopentyle, le n-hexyle, le n-heptyle, le n-octyle, le n-nonyle, le n-d6cyle, le n-und6cyle, le 
20 n-dodecyle, le n-tridecyle, le n-t6trad6cyle, radical phytyl 
(CH3[CH(CH3)(CH2)3]3CH(CH3)CH2CH2), 

les radicaux hydrocarbonds fluores repondaiit & la formule - 
(CH2)r(CF2)rF, dans laquelle r et t repr^sentent deux entiers avec : 14 > r+t > 4. 

- . - R2 est choisi parmi . des anticorps, des fragments d'anticorps, des 

25 petites molecules efifectrices permettant I'interaction avec des recepteurs de surface 
cellulaires, des antigenes, des sucres, des peptides. 

10. Compose selon la revendication 9, caract6ris6 en ce qu'il r^pond a la 

formule F : 



38 



O O 




Formule F 

11. Proc6d6 de preparation de liposomes caracteris6 en ce quMl comporte 
les Stapes suivantes : 

5 - Dissolution d'un compost de formule (T) selon Tune quelconque des 

revendications 2 a 7, dans un alcool ou dans un solvant chlore ; 

- Evaporation du solvant ; 

- Addition d'eau a une temperature allant de 40 k 80°C ^ une 
concentration allant de 0,5 a 10 mg/ml ; 

10 - Traitement : 

- soit aux ultrasons a une temperature sup6rieure a la temperature 
de transition de phase du compose (I) 

- soit par extrusion de la solution a travers un ou plusieurs filtres de 

porosite appropri^e, 

15 jusqu^i Tobtention d'une solution translucide bleutee. 

12. Liposome caracteris6 en ce qu'il comporte vui ou plusieurs composes 
de formule (I) selon Tune quelconque des revendications 2 a 7 conune constituant de ses 
parois. 

13. Liposome selon la revendication 12, caracteris6 en ce qu*il est de 
20 forme allong^e, referrae h ses extr6mites, de section moyenne comprise entre 20 et 80 nm 

et de longueur moyenne comprise entre 200 et 500 nm. 

14. Liposome selon la revendication 12 ou la revendication 13, 
caracterise en ce qu'il comporte en outre de 1 a 5% d'un ou plusieurs composes de formule 
(II) selon Tune quelconque des revendications 8 a 10. 

25 15. Liposome selon Tune quelconque des revendications 12 a 14, 

caracteris6 en ce qu'il comporte en outre un telomere ou polymfere d'un monomfere de type 
acrylique contenu dans sa cavit6 aqueuse interne. 

16. Liposome selon la revendication 15, caracteris6 en ce que I'oligomere 
ou le polymerc est constitu6 de blocs de consUuction monomeriques, hydrophiles, ioniques 

30 ou non ioniques, choisis panni les derives acide acrylique, acide mdtliacrylique. 
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methacrylamide, ainsi que les derives acrylate, m^thacrylate, acrylamide et 
methacrylamide d'alcools en Ci-Ce, de polyols en C2-C12, de sucres et d'aminoacides. 

17. Liposome selon la revendication 15 ou la revendication 16, 
caracterise en ce que le polymere est constitu6 de nionomeres choisis parmi : le 

5 tris(hydroxymethyl)acrylamidom6thane, Tacrylate de sodium, Thydroxy^thyl acrylate, le 
glucose monoacrylate, le glucose- l-(N-m6thyl)acrylamide, le glucose 2-acrylamide, le 
maltose 1 -acrylamide, le monoacrylate de sorbitol. 

18. Liposome selon Tune quelconque des revendi cations 15 a 17, 
caract6ris6 en ce que le polymere est reticule par un agent r6ticulant choisi parmi : le 

10 glucose- 1,2-diacrylamide, le sorbitol diacrylate, le saccharose diacrylate, le saccharose 

di(ethylenediamine acrylamide), le kanamycin tetracrylamide, le kanamycin diacrylamide, 

I'acrylate de tris(hydroxymethyl) acrylamidom6tliane (compos6 C): 

H /OH 

Compost C Q'^^^''^>^ 

le r^ticulant 6tant pr6sent en quantity allant de 1 i 5% en poids par 
15 rapport au poids du ou des monom^res, 

19. Liposome selon Tune quelconque des revendications 15 a 18, 
caract6ris6 en ce que le polymere comporte un ou plusieurs agents de transfert s61ectionij..6 
parmi: Tacide thiol ac6tique, I'acide mercaptopropionique, le thio^thyl^ne glycol, :1a 
cystamine, la cysteine, les alcane thiols de C2 a C30, le compost D 

20 




compose D 

le phosphite de di6thyle, les phosphites de dioctyle, didodecyle, 

dihexad^cyle, le compost f^pondant a la formiile (IV) 

O 



25 
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dans laquelle R a la mSme signification que dans les formules (I) (11) et 

(III). 

20. Liposome selon la revendication 19 comportant un agent telogtee de 

formule (IV). 

5 21. Liposome selon la revendication 19 ou la revendication 20, 

caracterise en ce que le rapport agent de transfert de chaine / tensioactif lipidique (I) varie 
de 1 a 10% en poids/poids et le rapport agent de transfert de chaine / monomere varie de 
0,1 a 10 % en poids/poids. 

22. Association d'un liposome selon Tune quelconque des revendications 
10 12 a 21 avec un compos6 choisi parmi : les principes actifs therapeutiques, les substances 

cosmetiques, les agents de diagnostic. 

23. Composition th&apeutique, de diagnostic ou cosm6tique comprenant 
au moins un principe actif en association avec un liposome selon Tune quelconque des 
revendications 12 a 2L 

15 
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Figure 1 : cin6tique de relargage de la carboxyfluoresc^ine encapsul^es 
des liposomes de phosphatidyl choline (+) et des nanotubes constitues du compost Al 

(•).mesur6e en spectrofluorm6trie, , 
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Figure 2 : spectre iiifira rouge en phase liquide d'une solution du compost 
Al dans CCU i difF6rentes concentrations (1.10"^ a 2,5.10"^M) 
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Figure 3 : courbe de distribution en taille par volume 
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Figure 4 : Microscopic 61ectronique par transmission de phase aprds 
coloration negative a Tacdtate d'uranyle 2% de nanotubes formes par dispersion du compost 
Al (2,5 mg-ml"^) dans Teau 
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Figure 5 : Microscopie ^lectronique par transmission de phase apr^s 
cryofiracture d'un echantillon de nanotubes form6s par dispeision du compost Al 
(2,5 mg.mr') dans Teau 
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Figure 6 : Microscopic electronique par transmission de phase apres 
coloration negative a Tac^tate d'uranyle 2% d'un 6chantiJlon de nanotubes form6s par 
dispersion du compose de structure B (2,5 mg.mr^) dans Teau 
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TS PHARMA 



DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) ; 





PUCCI 


Pr^noms 


Bernard 


Adresse 


Rue 


1 2 Avenue des Alpilles 




Code postal et vllle 


11 i3i9i4i0l MOLLEGES > 


Soci^tS d'appartenance (facuUaUj) 




Q Nom 


POLIDORI 


Prenoms 


Ange 


Adresse 


Rue 


16d, Avenue de la Synagogue 




Code postal et ville 


18 i4i0i0i0l AVIGNON 


Soci^td d'appartenance (facuUatiJ) 




B Nom 


MICHEL 


Pr§noms 


Nicolas 


Adresse 


Rue 


14, rue Lednj-Rollln 




Code postal et vilje 


.18 :4i0i0i0 1 AVIGNON 


Socl6t6 d'appartenance (factdtatij) 





S'il y a plus de trois Inventeurs, utiTisez plusteurs formulaires. Indlquez en haut d droite le N** de la page suivi du nombre de pages. 



DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DCa) DCMANDCUR(C ) 
OU DU MANDATAIRE 
(Nom et quallte du signataire) 

ORES B6atrice 
92-4046 




L3 loi TflZ-U du 6 janvter 1978 reiative S I'informatique. aux fichiers et aux tibertes s'applique aux rSponses faites d ce formulaire. 
EHe garantit un droit d'acc^s et de rectification pour les donn^es vous concernant aupr^s de I'iNPl. 





NAtlOMLttl 



DEPARTEWIENT DES BREVETS 

26 bis, me de Saint Pgtersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

T^fgplione : 33 (1) 53 04 53 04 T6lfeopie : 33 (1) 42 94 86 54 



BREVET DINVEIMTION 
CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la proprlfitd InteOectueOe - Uvre VI 

DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page N» ?. 

(A foumir dans le cas oCi les demandeurs et 

les inventeurs ne sont pas les memes personnes) 

Get imprim6 est d rempHr lisibtement ^ Tencre noire 



N** 11235*03 



iMv 



D8 1U9W/ 270601 



Vos references pour ce dossier (faculuaij) 


VCstsF1578/3FR 


14° D'ENREGiSTREMENT NATIONAL 





TITRE DE L'INVENTION (200 caractSres ou espaces maximum) 

NOUVEAUXTENSIO-ACTIFS ET LEURS APPLICATIONS 



LE(S} DEMANDEUR(S) : 

TS PHARMA 



DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : 



D Norn 


FABIANO 


Pr6noms 


Anne-Sylvie 


Adresse 


Rue 


Allee de la pause 


Code postal et vllle 


18 i4 f 2 11 lO 1 ALTHEN LES PALUDS 


Society d*appartenance (facuUatiJ) 




Q Norn 


CONTINO-PEPIN 


Pr6noms 


Christine 


Adresse 


Rue 


10, Lot. La Garance 


Code postal et vide 


18 »4 i2 i1 lO 1 ALTHEN LES PALUDS 


SociSt^ d'appartenance (facuUatiJ) 




Q Norn 


SALLES 


Pr^noms 


Jean-Pierre 


Adresse 


Rue 


830 Chemin de Vergon, 


Code postal et vilte 


11 i3,5i1 lOlEGUILLES 


SociSt^ d'appartenance (faadtatij) 





S'il y a plus de trois inventeurs, utilisez plusleurs formulaires. Indiquez en haut a droite le N"" de la page sulvl du nombre de pages. 



DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DEC) DCIVIANDCUR(6) . 
OU DU MANDATAIRE 
(Norn et qualite du signataire) 

ORES Beatrice 
92-4046 



Paris, le 23 octobre 2003 




I 

La loi n^yS-l? du 6 Janvier 1978 relative d rinformatique, aux fichlers et aux libertds s'applique aux r^ponses faltes d ce formulalre. 
Elle garantit un droit d'acc^s et de rectification pour les donn^es vous concernant aupr^s de I'lNPI. 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 



m/BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




